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ABSTRAKT 
 
Karotenoidy predstavujú jednu z najrozšírenejších a najpočetnejších tried prirodzených 
pigmentov s významnými biologickými účinkami. V posledných rokoch sa intenzívne študuje  
mikrobiologická produkcia karotenoidov pred syntetickou výrobou. 
Táto práca bola poňatá ako zrovnávacia štúdia troch druhov kvasiniek, a to Rhodotorula 
glutinis, Rhodotorula rubra a Sporobolomyces roseus. Kvasinky boli kultivované na rôznych 
živných médiách, kde sa ako nutričné zdroje používali vybrané odpadové materiály – 
zemiakový extrakt, srvátka. V niektorých médiách boli kvasinky vystavené exogénnym  
stresovým faktorom.   
Všetky študované kmene boli schopné využívať použité odpadové substráty ako zdroj 
živín. Väčšina kmeňov produkovala zvýšené množstvo karotenoidov, v niektorých prípadoch 
sprevádzané aj pomerne vysokou produkciou biomasy. Ako potenciálne najlepší producent 
obohatenej biomasy sa ukázala kvasinka Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26 kultivovaná na 
médiu obohatenom srvátkou (9 g/l biomasy obohatenej cca 2 mg/g beta-karoténu), prípadne 
v podmienkach mierneho soľného stresu. 
 
 
Kľúčové slová: karotenoidy, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra, Sporobolomyces 
roseus, fyziologický stres  
 
 
 
 
SUMMARY 
 
Carotenoids belong to the most abundant classes of natural pigments with important 
biological functions. In last years intensive studies focused on biotechnological production of 
carotenoids by suitable microorganisms were done.  
Presented work was realized as a comparative study of three yeast strains: Rhodotorula 
glutinis, Rhodotorula rubra a Sporobolomyces roseus. These strains were cultivated in 
different media with several waste substrates (potato extract, whey) as nutrition sources. 
Additionally, strains were exposed to some types of exogenous stress. 
All strains were able to use tested waste substrates as nutrition sources. Most of strains 
exhibited increased carotenoid production, in several conditions accompanied by high 
biomass formation. As the best producer of enriched biomass yeast strain Rhodotorula 
glutinis CCY 20-2-26 cultivated on medium with addition of lyophilized whey (9 g/l of 
biomass enriched by about 2 mg/g of beta-carotene) and/or under mild salt stress.  
 
 
Keywords: carotenoids, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra, Sporobolomyces roseus, 
physiological stress 
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1 ÚVOD 
Karotenoidy patria do skupiny tetraterpénov. Sú to jedny z najrozšírenejších prirodzených  
pigmentov. Vyskytujú sa prevažne v rastlinnej ríši, obzvlášť v ovocí a zelenine, ale nájdeme 
ich aj u živočíchov. Spôsobujú charakteristické žlté, oranžové až červené zafarbenie buniek.  
Sú produktami fotosyntetizujúcich organizmov, ale môžu byť syntetizované aj 
nefotosyntetizujúcimi mikroorganizmami, ako sú niektoré baktérie, kvasinky a plesne. 
Živočíchy prijímajú karotenoidy hlavne potravou, pretože nie sú schopné si ich syntetizovať 
samy, avšak sú schopné premieňať rastlinné karotenoidy na vlastné formy.  
Karotenoidy fungujú ako veľmi účinné antioxidanty. Hlavná antioxidačná funkcia spočíva 
v schopnosti reagovať s kyslíkom, to znamená vrátiť molekulu excitovaného kyslíka do 
základného energetického stavu. U rastlín a fototrofných baktérií tvoria neoddeliteľnú súčasť 
fotosyntetického aparátu, kde pôsobia ako ochranné faktory proti deštruktívnym účinkom 
svetla.  Pre ľudský organizmus sú karotenoidy zdrojom  provitamínu A. Sú dôležité pre 
normálny a zdravý vzhľad pokožky, pre správne videnie, bol zistený pozitívny účinok voči 
množstvu ochorení, ako sú kardiovaskulárne ochorenia alebo voči rakovine. Využívajú sa vo 
farmaceutickom, potravinárskom i poľnohospodárskom priemysle. Vyrába sa z nich 
množstvo vitamínových preparátov, potravinových doplnkov a farbív, zvieratám sa pridávajú 
do krmív. 
Vzhľadom k významným funkciám karotenoidov a k ich širokému množstvu použití sa 
neustále študujú nové možnosti ich produkcie a najefektívnejšej izolácie. Najväčším zdrojom 
týchto pigmentov sú rastlinné tkanivá ako mrkva, rajčiny a niektoré ovocie. Do výskumných 
prác boli zaradené aj nové postupy získavania karotenoidov z biotechnologickej produkcie 
pomocou mikroorganizmov. Neustále sa študujú rôzne možnosti ovplyvnenia ich syntézy 
vedúce k nadprodukcii karotenoidných pigmentov.  
Táto práca bola zameraná na prehľad regulácie produkcie biomasy a karotenoidov 
prostredníctvom rôznych zložení živných médií. Ako nutričné zdroje boli použité niektoré 
odpadové materiály, napríklad zemiakový extrakt alebo srvátka. Aplikovalo sa aj niekoľko 
exogénnych stresov. Hľadali sa médiá o takom zložení, ktoré by mohli viesť k zvýšenej 
produkcii karotenoidov a zároveň by negatívne neovplyvnili rast buniek. V štúdii boli použité 
tri kmene kvasiniek, ktoré by mohli byť potenciálne priemyslovo využiteľné pre produkciu 
karotenoidov a obohatenej biomasy. 
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 
2.1 Kvasinky 
Kvasinky sú heterotrofné eukaryotné mikroorganizmy, patriace medzi huby (Fungi).  
Bunky kvasiniek a kvasinkových mikroorganizmov bývajú veľmi rozmanité. Tvar buniek sa 
často mení podľa vonkajších podmienok a úzko súvisí s vlastnou funkciou bunky. 
Kvasinkové mikroorganizmy môžu meniť tvar aj počas vývojových štádií. Najčastejší je tvar 
krátky elipsoidný, prípadne vajcovitý až guľovitý. Niektoré rody tvoria pretiahnuté bunky, 
vyskytuje sa však aj tvar citrónovitý, trojuholníkovitý a valcovitý [1, 2].  
2.1.1 Cytológia  
Vegetatívna kvasinková bunka sa skladá zo silnej a pevnej bunkovej steny, jemnej 
cytoplazmatickej membrány, cytoplazmy, ktorá obsahuje množstvo membránových štruktúr 
a jadro, ktoré je od cytoplazmy oddelené dvojitou jadernou membránou. Pohybové orgány, to 
je bičíky, vegetatívne bunky kvasiniek nemajú.  
Bunková stena kvasiniek má pevnú štruktúru, ktorá dáva bunke tvar a chráni ju pred 
mechanickými vplyvmi a pred osmotickým šokom. Niektoré druhy kvasiniek tvoria okolo 
svojich buniek na povrchu stien ešte polysacharidové obaly vo forme puzdier [2].  
Cytoplazmatická membrána kvasiniek je pomerne tenká a zložená z lipidov a proteínov, 
vytvára početné vychlípeniny vybiehajúce do cytoplazmy. Je sídlom transportných 
mechanizmov umožňujúcich jednak príjem určitých látok bunkou, jednak transport látok 
z bunky do prostredia. Neobsahuje však dýchacie enzýmy a systém oxidačnej fosforylácie. 
Cytoplazma je priehľadná homogénna hmota. Obsahuje systém dvojitých membrán 
nazývaný endoplazmatické retikulum, ktoré obsahuje rôzne enzýmy a rezervné látky. Ďalej sú 
v cytoplazme prítomné mitochondrie, ktoré sa líšia v tej istej bunke tvarom aj veľkosťou. 
Vakuola patrí k najnápadnejším zložkám cytoplazmy kvasiniek. Je to guľovitý útvar 
obklopený jednoduchou membránou. Vakuola obsahuje roztok hydrolytických enzýmov, 
polyfosfáty, veľkú zásobu draselných iónov, aminokyselín a purínov. Sú rezervoárom látok, 
ktoré sa práve neúčastnia metabolizmu [2]. 
Ďalším membránovým útvarom v cytoplazme kvasiniek je Golgiho aparát, ktorý má tvar 
plochého mechúrika alebo niekoľkých mechúrikov či cisterien uložených vedľa seba. Jeho 
úlohou je transport prekurzorov bunkovej steny cez cytoplazmatickú membránu. 
Jadro kvasiniek je od cytoplazmy oddelené dvojitou membránou s veľkými pórmi. Vnútri 
haploidného jadra bolo zistených 16 chromozómov, v diploidnom dvojnásobný počet. Taktiež 
sa tu nachádza jadierko srpkovitého tvaru, uložené tesne pod jadernou membránou a pólové 
teliesko vretienka, ktoré má tvar disku a vychádzajú z neho vlákna zvané mikrotubuly. Spolu 
s telieskom hrajú dôležitú rolu pri delení jadra behom rozmnožovania buniek [2]. 
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1- bunková stena 
2- jazva zrodu 
3- cytoplazmatická membrána 
4- jadro 
5- jaderná membrána 
6- vakuola 
7- endoplazmatické retikulum 
8- mitochondria 
9- glykogén 
10- volutin 
11- lipidy 
12- Golgiho aparát 
 
Obrázok 1: Prierez kvasinkovej bunky [2] 
   
2.1.2 Rozmnožovanie 
Rozmnožujú sa pučaním alebo delením. Niektoré rody alebo kmene kvasiniek vytvárajú 
pretiahnuté bunky, ktoré pučia iba na póloch a zostávajú po pučení spojené, a tak tvoria dlhé 
zaškrcované vlákna, tzv. pseudomycelia. V určitých miestach pseudomycelia vznikajú zväzky 
kratších elipsoidných buniek blastospór. U niektorých rodov sa vytvára tzv. pravé mycelium, 
to je vlákno vznikajúce priečnym delením pretiahnutých buniek. Rozmnožovanie delením, 
avšak bez tvorby mycelia, sa vyskytuje u rodu Schizosaccharomyces. Po rozdelení sa 
materská a dcérina bunka od seba vždy oddelia a ponechajú si obdĺžnikový tvar so 
zaguľatenými rohmi. Prechodom medzi pučaním a delením je tzv. pučanie na širokej 
základni, pri ktorom je pupeň širokým krčkom s materskou bunkou a pri ukončení je krček 
uzatvorený prepážkou. Pučanie sa širokej základni je typické pre rod Saccharomycodes, kde 
dochádza k pučaniu takmer súčasne na oboch póloch.  
Niektoré rody kvasiniek tvoria jednobunkové exospóry na tenkých stopkách nazývaných 
sterigmata. Zrelé spóry sú z týchto stopiek odmršťované pomocou zvláštneho kvapalinového 
mechanizmu, a preto dostali názov balistospóry [1, 2]. 
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 1- jadro 
2- mitochondria 
3- vakuola 
4- endoplazmatické retikulum 
5- pólové teliesko vretienka 
6- mikrotubuly 
7- vretienko 
 
Obrázok 2: Schéma pučania kvasiniek [2] 
  
2.2 Priemyselne využívané kvasinky  
Technologicky najdôležitejší rod je rod Saccharomyces. Obsahuje niekoľko druhov, ktoré 
sú schopné skvasovať väčšinou viac cukrov. Nikdy nevyužívajú laktózu ako zdroj uhlíku. 
Tvoria väčšinou krátke elipsoidné, vajcovité alebo pretiahnuté bunky a guľovité až elipsoidné 
askospóry. Najdôležitejší je druh Saccharomyces cerevisiae, ktorý sa uplatňuje ako pekárska, 
liehovarská, vinárska alebo pivárska kvasinka. Tento druh slúži ako modelový 
mikroorganizmus pre biochemické a genetické práce, a preto je najpreštudovanejšou 
kvasinkou [2].  
Rod Yarrowia s jediným druhom Yarrowia lipolytica bol úspešne použitý pre produkciu 
biomasy z n-alkánov ropy pre krmivárske účely a pre biotechnologické čistenie ropy. 
K príprave kŕmneho droždia, vyrábaného z melasy i rôznych odpadových materiálov, sa 
najčastejšie používa rod Candida. Druh Candida boidinii využíva metanol ako zdroj uhlíku 
a energie, bola navrhnutá pre výrobu kŕmneho droždia z tohto substrátu, ktorý je možné ľahko 
získať chemickou oxidáciou metánu zo zemného plynu alebo bioplynu. Candida kefyr 
využíva laktózu a používa sa pri výrobe kefíru [2].   
2.2.1 Karotenoidné kvasinky 
Medzi významné kvasinky produkujúce karotenoidy patria rody Rhodotorula, Phaffia, 
Sporobolomyces a Sporidiobolus. 
Rod Rhodotorula má malé guľaté bunky alebo bunky oválne, niekedy taktiež pretiahnuté, 
endospóry ani iné druhy spór nevytvárajú a taktiež sa netvorí pseudomycelium. Sú rôznych 
farieb od žltej cez oranžovú do červenofialovej. Farbivo je karoténovej povahy. Rhodotula sa 
vyskytuje veľmi hojne v prírode na rôznych organických látkach, vo vzduchu, vo vodách, ale 
môže taktiež spôsobiť i ochorenia u ľudí a zvierat [3]. 
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V kvapalnom prostredí vytvárajú sediment a prstenec spravidla svetlej, krémovej až 
svetloružovej farby. Náter na agare je korálovočervený, pomarančový, lososový, čo závisí od 
zloženia živnej pôdy. Je hladký, lesklý, slizovitý, riedky aj cestovitý, na povrchu môže byť 
niekedy aj kučeravý. Okraj kolónie je ucelený. 
Druhy rodu Rhodotorula sa často vyhľadávajú na rozličné výskumy. Predovšetkým sú to 
ubikvitné kvasinky rozšírené po celom svete. Možno ich izolovať zo vzduchu, z  pôdy, zo 
sladkej i slanej vody, z vinárskych prevádzok, z povrchu rastlín aj z rôznych orgánov 
živočíšneho tela. Ľahko sa pestujú, nie sú náročné na životné podmienky, rozmnožujú sa 
často aj v pôdach bez zdroja dusíka a ich identita sa dobre dokazuje už pre ich červenú 
karotenoidovú pigmentáciu. Všetky druhy tohto rodu sa vyznačujú tým, že sú lipidotvorné, 
hromadia v bunkách tuk, to v určitých podmienkach až nadmerne. Produkcia lipidov 
v červených kvasinkách má význam z viacerých dôvodov, najmä však preto, že usmernením 
kultivácie by sa mohli získať lipidy s rovnakým obsahom mastných kyselín na výživu 
živočíchov. Okrem toho biomasa po extrakcii lipidov môže byť ešte zdrojom proteínu 
cenného pre výživu a obsah základných aminokyselín [1, 4]. 
 
                   
 
Obrázok 3: Náter a kolónia rodu Rhodotorula [5] 
 
Rod Sporobolomyces sa na prvý pohľad odlišuje od rodu Rhodotorula tým, že kultúry 
u Sporobolomyces sú drsné, ploché, často pomúčené. Patria do čelade Basidiomyces 
a vytvárajú balistokonídie. Rod Sporobolomyces ich má asymetrické. Vyznačuje sa silnou 
karotenogenézou, jeho nátery sú tmavočervené, hladké [4, 6]. 
Do tohto rodu patrí druh Sporobolomyces roseus. Bunky sú guľovité, elipsoidné až 
pretiahnuté, s rozmermi 3 až 8 x 5 až 18 μm. V kvapalných prostrediach vytvára sediment 
a veľmi hrubý prstenec. Náter na agare je pomarančový až korálovočervený, ružový, hladký, 
slabodrsný, alebo jemne kučeravý. Balistokonídie sa vytvárajú na jednoduchých sterigmách. 
Okolo náteru sa tvoria sekundárne kolónie z odstrelených balistokonídií. Sporobolomyces 
roseus je mikroorganizmus, ktorý sa vyskytuje vo fylosfére a v atmosfére, kde je častým 
zdrojom výživy dusíkom nitrát alebo redukované formy dusíkatých zlúčenín [4, 6]. 
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Obrázok 4: Náter a kolónia rodu Sporobolomyces [5] 
 
 
Predstaviteľom rodu Phaffia je druh Phaffia rhodozyma. Vytvára elipsoidné bunky 
v pároch alebo krátkych retiazkach. Rozmnožuje sa pučaním a vytvára aj veľa chlamydiospór, 
veľkých guľovitých buniek s kvapôčkami svetlolámajúcich látok. V kvapalnom prostredí 
vytvára sediment aj kožku. Jednou z hlavných zložiek karotenoidov obsahuje astaxantín. 
Vďaka vysokému obsahu karotenoidov patrí medzi diétne doplnky pre výživu lososov 
a hydiny. V ich črevách dojde k absorpcii pigmentu, a tým i ku lepšiemu zafarbeniu 
lososového mäsa na oranžovú alebo ku zafarbeniu žĺtka a mäsa u hydiny. Tento druh 
kvasinky sa vyznačuje väčšou náročnosťou na kultivačné prostredie [4, 6]. 
2.2.2 Význam 
Hlavný priemyselný význam kvasiniek tkvie v ich použití pre výrobu alkoholických 
nápojov, pekárskeho a kŕmneho droždia. Značná produkcia etanolu pre potravinárske 
a farmaceutické účely sa dosahuje i pri výrobe pekárskeho droždia. Droždie sa pre svoj 
vysoký obsah vitamínov skupiny B používa taktiež pre výrobu liečebných výživových 
preparátov. Autolyzáty a preparáty droždia alebo odhorčených pivovarských kvasníc sa 
používajú ako prísady do potravín, hlavne polievok, omáčok a polievkových korení. Krmné 
droždie, ktoré má vysoký obsah bielkovín, sa vyrába v obrovskom meradle.  
Z buniek kvasiniek sa izoluje pre komerčné účely množstvo látok používaných 
v biochemických laboratóriách, ako sú enzýmy, koenzýmy a iné. Špeciálne kmene kvasiniek 
sa používajú na výrobu β-karoténu a ergosterolu, teda provitamínov A a D [2, 6].  
 
2.3 Rast mikroorganizmov 
2.3.1 Živné média 
V laboratóriu sú mikroorganizmy kultivované na sterilných živných médiách. Správna 
voľba média záleží na požiadavkách daného mikroorganizmu. Musíme poznať nároky 
a požiadavky na rast mikroorganizmov a zvoliť ich tak, aby čo najviac odpovedali 
prirodzeným podmienkam. Čím viac sa bude zloženie média blížiť prirodzeným 
podmienkam, tým lepšie bude daný mikroorganizmus rásť v laboratórnych podmienkach [7]. 
Zloženie živného média u rôznych mikroorganizmov je veľmi rozdielne. Pre väčšinu 
heterotrofných mikroorganizmov musí kultivačné médium okrem biogénnych prvkov 
a rastových faktorov obsahovať vhodný zdroj uhlíku, väčšinou vo forme jednoduchých 
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cukrov alebo polysacharidov. Okrem uhlíku je to zdroj zároveň aj vodíku a kyslíku. Pri 
zostavovaní média je  nutné dbať na to, aby sa príslušný sacharid behom sterilizácie 
narozkladal alebo nereagoval s ostatnými komponentmi. Vznikajú tak ťažko utilizovateľné 
alebo inhibičné látky. Ako zdroj dusíku môžu mikroorganizmy využívať vzdušný dusík, 
dusitany, dusičnany, amónne soli alebo organický dusík viazaný v aminokyselinách, 
peptidoch, peptonoch až v nativných bielkovinách. Najvhodnejším zdrojom dusíku sú však 
amónne soli. Auxotrofné mikroorganizmy, ktoré nie sú schopné syntetizovať rastové faktory, 
si vyžadujú ich prítomnosť v kultivačnom médiu. Rastovými faktormi môžu byť vitamíny, 
aminokyseliny, purínové a pyrimidínové zásady, vyššie mastné kyseliny alebo amíny. 
Dôležitými zložkami živného média sú fosfor a horčík, ktoré sa zúčastňujú prenosu energie 
pomocou reakcií sprostredkovaných adenozíntrifosfátom. Zdrojom fosforu sú soli kyseliny 
fosforečnej. Jeho nedostatok spôsobuje spomalenie rastu, prípadne fermentačných procesov 
mikroorganizmov. Ďalšie biogénne prvky draslík, vápnik, železo, chlór, molybdén, zinok, 
meď, kobalt, bór a nikel sa pridávajú do živného média vo forme solí v malých 
koncentráciách, ktoré sa zistili pokusne [7] .  
Voda je najdôležitejšia zložka, s ktorou je úzko spätý vývoj, rast a rozmnožovanie 
mikroorganizmov. Dodržiavať vysoký stupeň akosti použitej vody je veľmi dôležité. Pri 
príprave polosyntetických médií do nich pridávame peptóny, rôzne extrakty, hydrolyzáty, 
ktoré zabezpečujú optimálnu výživu mikroorganizmov [7]. 
2.3.2 Rozdelenie živných médií 
 
Podľa pôvodu a prípravy môžeme média rozdeliť na: 
-   prirodzené (sú vhodné na krátkodobú kultiváciu alebo izoláciu z prírodných zdrojov) 
- synteticko-komplexné (okrem chemicky definovaných zlúčenín obsahujú i odvary, 
maceráty, výluhy alebo hydrolyzáty prírodných materiálov) 
-   syntetické (chemicky presne definované ako zmes organických a anorganických zlúčenín)  
[7]. 
 
Podľa použitia rozdeľujeme živné média na: 
-   univerzálne (rastú na nich veľké skupiny fyziologicky odlišných mikroorganizmov) 
-  selektívne (svojím zložením podporujú rast iba určitej skupiny mikroorganizmov, obsahujú 
jednu alebo viac inhibičných látok, ktoré potláčajú rast ostatných mikroorganizmov) 
-  selektívno-diagnostické (svojím zložením potlačujú rast nežiadúcich mikroorganizmov, 
rastie na nich len malá skupina mikroorganizmov)  [7]. 
 
Podľa konzistencie rozdeľujeme živné média na: 
-  tekuté (neobsahujú žiadne stužovacie látky) 
- polotekuté (majú krémovú konzistenciu, pretože obsahujú nízku koncentráciu stužujúcich 
látok) 
-  pevné (obsahujú stužujúce látky ako napríklad agar, želatína alebo gél kyseliny kremičitej)  
[7]. 
2.3.3 Rastová krivka 
Mikroorganizmy v danom prostredí môžu rásť a rozmnožovať sa tak dlho, pokiaľ majú 
dostatočný zdroj živín, vhodný parciálny tlak kyslíku, odpovedajúcu hodnotu pH a teplotu. 
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 Rast a množenie sú limitované taktiež koncentráciou metabolitov, ktoré sú bunkou 
transportované do vonkajšieho prostredia [7]. 
Ak prenesieme bunky z kultúry, kde sa už nemôžu rozmnožovať, do optimálnych 
kultivačných podmienok, nedochádza ihneď k ich maximálnej rastovej rýchlosti. Znázorníme 
si graficky vzrast počtu živých buniek za týchto podmienok tak, že na os x na nesieme čas 
a na os y nanesieme logaritmus počtu živých buniek v 1 ml, dostaneme tzv. rastovú krivku, 
ktorá má niekoľko úsekov [2]. 
V prvom úseku, v tzv. fáze zdržania alebo v lag-fáze sa bunky nerozmnožujú, ale zväčšuje 
sa ich objem a a aktivuje sa ich enzýmový systém. Dĺžka lag-fáze závisí na druhu 
mikroorganizmu, fyziologickom stave buniek, veľkosti inokula a na zložení rastového 
prostredia. Ak rastové prostredie obsahuje živiny vyhovujúce len určitému typu mutantov, 
trvá lag-fáza mimoriadne dlho, pretože zahrňuje taktiež selekciu týchto mutantov 
a odumieranie ostatných buniek inokula.  
Po lag-fázy nasleduje fáza zrýchľujúceho sa rastu a po nej exponenciálna fáza rastu. 
Exponenciálna fáza je charakteristická tým, že tu majú bunky najkratšiu generačnú dobu, 
ktorá je behom celej exponenciálnej fáze konštantná. Ak prenesieme bunky z exponenciálnej 
fáze rastu do nového kultivačného prostredia o rovnakom zložení, pokračujú v rozmnožovaní 
s rovnakou generačnou dobou, to je bez zreteľnej lag-fáze.  
Po exponenciálnej fáze nastáva spomalenie rastu až jeho zastavenie. Zastavenie prírastku 
živých buniek je označované ako stacionárna fáze rastu a často pri nej dochádza ešte k veľmi 
pomalému rozmnožovaniu, ktorým sa kompenzuje počet odumierajúcich buniek. Maximálna 
dĺžka stacionárnej fáze rôznych mikroorganizmov je rôzna a závisí na ich citlivosti 
k hladovaniu.  
Po stacionárnej fáze nasleduje fáza postupného odumierania buniek, ktorá môže 
u niektorých mikroorganizmov trvať týždne, niekedy aj mesiace.  
Fyziologické vlastnosti buniek rôznych fáz rastovej krivky sú značne odlišné. Bunky 
neskoršej lag-fáze a rastových fáz sú omnoho citlivejšie k nepriaznivým podmienkam než 
bunky stacionárnej fáze a na počiatku lag-fáze. Spomalenie rozmnožovania na konci 
exponenciálnej fáze rastu, prípadne jeho úplné zastavenie môže byt spôsobené jednak 
vznikom splodín metabolizmu, ktoré inhibujú rozmnožovanie, jednak vyčerpaním živín. 
Najčastejšie ide o vyčerpanie živiny, ktorá je prítomná v relatívne najnižšej koncentrácii [2,8]. 
τ - doba (h) 
x - počet živých buniek v 1 ml 
1 – lag-fáza 
2 - fáza zrýchľujúceho sa rastu  
3 – exponenciálna fáza rastu 
4 - fáza spomaľujúceho sa rastu 
5 – stacionárna fáza 
6 – fáza odumierania 
Obrázok 5: Rastová  krivka  [2] 
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2.3.4 Vplyv rôznych faktorov na rast mikroorganizmov 
Životná činnosť mikroorganizmov a ich vývoj sú závislé na vonkajšom prostredí. Aby sa 
mohli mikroorganizmy rozmnožovať, musí byť v prostredí dostatočné množstvo surovín pre 
syntézu bunečnej hmoty a dostatočné množstvo zdroja využiteľnej energie. Mikroorganizmy 
sú však schopné sa prispôsobiť vonkajším podmienkam nielen zmenou enzýmového 
vybavenia, ale môžu do určitej miery meniť i zloženie a tvar buniek, aby boli voči existujúcim 
vonkajším podmienkam odolnejšie. Všetky tieto schopnosti mikroorganizmov sú však 
obmedzené určitým limitom. Za jeho prekročením dochádza k zastaveniu rastu alebo 
k usmrteniu bunky [2]. 
Ďalšími faktormi, ktoré ovplyvňujú mikroorganizmy, sú stresové faktory. Patrí sem 
teplota, solný stres, vodná aktivita, pH prostredie, žiarenie a iné. Niektoré mikroorganizmy si 
počas evolúcie vyvinuli obranné mechanizmy voči týmto stresovým podmienkam. Správnym 
využitím týchto stresov môžeme docieliť mikrobiologickú produkciu obranných látok, ktoré 
sa potom využívajú v rôznych odvetiach priemyslu [2]. 
 
Teplota 
Teplota vonkajšieho prostredia je jedným z hlavných faktorov, ktoré ovplyvňujú rýchlosť 
rozmnožovania mikroorganizmov i možnosť ich života. U každého mikroorganizmu 
rozoznávame tri základné body teploty:  
a) minimálnu teplotu, t.j. najnižšiu teplotu, pri ktorej sa daný druh rozmnožuje ešte 
zistiteľnou rýchlosťou  
b) optimálnu teplotu, pri ktorej sa rozmnožuje najväčšou rýchlosťou 
c) maximálnu teplotu, t.j. najvyššiu teplotu, pri ktorej je schopný sa ešte rozmnožovať. 
Prudký pokles rastu pri vyšších teplotách je spôsobený denaturáciou určitých enzýmov, 
ktoré sú nezbytné pre rast. Táto denaturácia je najskôr reverzibilná, avšak pri vyšších 
teplotách sa stáva ireverzibilnou a vedie k usmrteniu bunky. 
Krátkodobé zvýšenie teploty nad maximálnu teplotu vyvoláva teplotný šok, ktorý vedie 
k rôznym výkyvom metabolizmu. Pritom sa syntetizujú tzv. teplotné šokové proteíny (heat 
shock proteins, HSP), ktoré patria medzi tzv. stresové proteíny. Týmito proteínmi sa 
rozoznávajú anomálne proteíny tvorené pri strese a zaisťuje sa ich rýchle odbúravanie [2, 9].    
   
pH prostredia 
Rast mikroorganizmov a ich biochemická činnosť sú silne ovplyvnené koncentráciou 
vodíkových iónov v prostredí. Každý mikrobiálny druh sa môže rozmnožovať iba v určitom 
rozmedzí pH. Pre optimálny rast väčšiny baktérií a kvasiniek je toto rozmedzie úzke, zatiaľ čo 
u väčšiny plesní je podstatne širší. Kvasinky vyžadujú pre rast kyslé prostredie, ich optimálne 
pH sa pohybuje medzi 4,2 a 5,5, a už slabé alkalické prostredie, okolo pH 7,5, zastavuje ich 
rast [2].   
        
Vodná aktivita 
Voda, ktorá je nezbytná zložka bunečnej hmoty, predstavuje 75 až 90% hmotnosti 
mikrobiálnych tiel. Všetky chemické reakcie v živej bunke prebiehajú len vo vodnom 
prostredí, a preto voda tu musí byť prítomná v dostatočnom množstve v kvapalnom stave. 
 Pretože nedisociované molekuly vody môžu voľne difundovať cytoplazmatickou 
membránou mikroorganiznov, musí byť dostatočné množstvo vody obsiahnuté taktiež vo 
vonkajšom prostredí, aby bunka nestratila vnútrobunečnú vodu a možnosť metabolizmu. 
Potreba vody môže byť u mikroorganizmov kvantitatívne vyjadrená rozmedzím vodných 
aktivít prostredia, pri ktorých sa dané mikroorganizmy môžu rozmnožovať. Vodná aktivita 
(aw) určitého roztoku sa rovná pomeru tlaku vodných pár nad týmto roztokom k tlaku 
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vodných pár nad destilovanou vodou za rovnakých podmienok. Vzťah vodnej aktivity ku 
koncentrácii rozpustenej látky je vo veľmi zriedených roztokoch približne daný vzorcom  
 ,
)( SW
W
W NN
NA +=  
 
kde Nw je počet mólov vody a Ns je počet mólov rozpustenej látky. 
Minimálna Aw kvasiniek sa pohybuje v rozmedzí 0,91 až 0,88 a je nižšia než u väčšiny 
baktérií. Osmotolerantné kvasinkové druhy sú schopné rozmnožovania i pri vodnej aktivite  
Aw = 0,73, ktorá je napríklad v mede alebo v 60 % roztoku sacharózy. Tieto kvasinky preto 
môžu spôsobovať nežiadúce kvasenie medu [2, 9].   
  
Oxidoredukčný potenciál 
Každé prostredie vykazuje určitý oxidoredukčný potenciál, ktorý je daný prítomnosťou 
oxidačných alebo redukčných činidiel. K najdôležitejším oxidačným činidlám patrí kyslík, 
dusičnany, železité ióny, peroxidy, k najčastejšie sa vyskytujúcim redukujúcim činidlám 
patria železnaté ióny, vodík, zlúčeniny so sulfhydrylovou skupinou alebo s reaktívnymi 
dvojitými väzbami. Oxidoredukčný potenciál je charakterizovaný ako rozdiel potenciálu 
medzi platinovou elektródou umiestenou do daného prostredia a normálnou vodíkovou 
elektródou. Mikroorganizmy sa líšia vzťahom ku kyslíku, preto vyžadujú rôzny 
oxidoredukčný potenciál. Aeróbne mikroorganizmy vyžadujú kyslík pre správne fungovanie 
svojho metabolizmu, naopak pre anaeróbne mikroorganizmy môže byť prítomnosť kyslíku až 
smrteľná [2].  
  
Vplyv žiarenia 
Elektromagnetické vlnenie rôznych vlnových dĺžok sa značne líši svojím fyziologickým 
účinkom na mikroorganizmy. Vlnenie o najdlhších vlnových dĺžkach, t.j. infračervené 
žiarenie a Hertzové vlny samy osebe pravdepodobne vlastné smrtiace účinky na 
mikroorganizmy nemajú a pôsobia len svojimi tepelnými účinkami.  
Nebezpečné UV žiarenie má na mikroorganizmy silne mutagénne až smrtiace účinky. 
Najsilnejšie pôsobí v oblasti vlnovej dĺžky 256 nm, nakoľko dochádza k jeho pohlcovaniu 
najmä nukleovými kyselinami.   
Rentgenové žiarenie v krátkych vlnových dĺžkach je taktiež radené medzi silné mutagény, 
ktoré môžu byť aj smrteľné. Tieto účinky sú spôsobené interakciami žiarenia s citlivými 
bunkami alebo pôsobením voľných radikálov [2, 8].  
    
Solný stres 
Zvýšená salinita prostredia vedie ku vzniku dvoch stresových faktorov vyvolaných rastom 
intercelulárnej koncentrácie Na+. Sú to jednak osmotické komponenty zvyšujúce turgor bunky 
a ďalej toxické látky inhibujúce celý rad bunkových funkcií. Adaptácie kvasinkových buniek 
na tieto stresové podmienky sú obvykle sprevádzané akumuláciou osmoticky aktívnych 
zlúčenín, a to najmä glycerolu, ktoré slúžia k vyrovnaniu rastúceho externého osmotického 
tlaku a premieňajú membránový transportný systém tak, aby došlo k vylúčeniu Na+ z bunky 
do prostredia [10, 11].     
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2.4 Karotenoidy 
2.4.1 Štruktúra  
Karotenoidy patria do skupiny tetraterpénov. Sú to silne nenasýtené alifatické 
či alicyklické uhľovodíky a ich oxidačné produkty. Čisté uhľovodíky nazývame karotény 
a ich najznámejšímy reprezentantami sú lykopén, karotén a fytoén. Väčšina známych 
prírodných karotenoidov sú oxidačné produkty týchto uhľovodíkov [12, 14]     
Molekuly väčšiny karotenoidov sú tvorené 40 uhlíkovými atómami a pozostávajú zvyčajne 
z nenasýteného reťazca o 22 atómoch uhlíka s methylovým vetvením typickým pre 
izoprenoidy. Na oba konce reťazca je pripojená deväťčlenná jednotka, ktorá môže byť 
cyklická alebo acyklická. Podľa toho môžeme rozdeliť karotenoidy do troch skupín: 
a) acyklické (fytoén, fytofluén, δ-karotén, neurosporén, lykopén) 
b) monocyklické (γ-karotén, torulén, torularodín) 
c) dicyklické (β-karotén) 
Polyenová štruktúra karotenoidov im dodáva farebnosť (žlté alebo červené sfarbenie). 
Väčšinou majú konfiguráciu ,,all-trans“, to znamená, že všetky dvojité väzby majú 
konfiguráciu trans [4, 14]. 
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                                                                                                                            Lykopén 
 
 
 
 
 
Obrázok 6: Štruktúra niektorých karotenoidov [15] 
2.4.2 Vlastnosti 
Karotenoidy sú pomerne odolné voči bežným vplyvom, ako je zmena pH alebo pôsobenie 
redukčných činidiel, sú však veľmi citlivé k oxidácii. Obsahujú totiž veľké množstvo 
dvojitých väzieb, ktoré sa ľahko oxidujú. Karotenoidy sa vďaka tomu chovajú ako 
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antioxidanty, majú schopnosť zhášať singletový kyslík a pôsobia inhibične voči peroxidácii 
v lipidických membránach [16, 17, 18].  
Sú to lipofilné pigmenty nerozpustné vo vode, preto nikdy nedifundujú do vonkajšieho 
prostredia, ale zostávajú lokalizované na vnútornej strane cytoplazmatickej membrány. 
Okrem citlivosti voči oxidácii, vykazujú taktiež citlivosť voči svetlu. Pri vystavení účinkom 
intenzívnejšieho svetelného žiarenia sa rozkladajú [13, 14, 19].     
2.4.3 Význam 
Hlavný význam karotenoidov spočíva v ich príspevku k prenosu energie vo fotosyntéze, 
fungujú ako doplnkové fotoaktívne pigmenty, a v ochrane prokaryot proti zhubným účinkom 
svetla. U cicavcov sú niektoré karotenoidy provitamínom A [12].     
2.5 Metabolizmus karotenoidov 
Karotenoidné kvasinky sú lipidotvorné. Hromadia v bunkách tuk. S touto schopnosťou 
súvisia aj niektoré iné vlastnosti, napríklad produkcia lipáz, akumulácia karotenoidov 
a sterolov a iné. S procesom tvorby lipidov je spojená aj tvorba biotínu. Purifikované lipidy sa 
skladajú z neutrálnych lipidov, glykolipidov a fosfolipidov [2, 4]. 
2.5.1 Biosyntéza karotenoidov 
Karotenoidné kvasinky sa pestujú v kultivačných médiách s nízkym obsahom dusíka a 
bohatých na uhlík, preto ich zloženie zaisťuje značnú produkciu bunkového tuku 
a karotenoidov. Karotenoidy sú v bunke kvasinky akumulované v lipoproteínovej frakcii. 
Biosyntéza vychádza zo všeobecnej metabolickej dráhy pre izoprenoidy. Východzou látkou 
pre biosyntézu karotenoidov je acetyl-CoA, ktorý sa kondenzuje s medziproduktom 
biosyntézy mastných kyselín acetoacetyl-CoA za tvorby β-hydroxy-methylglutaryl-CoA 
(HMG-CoA), ktorého redukciou vzniká mevalonová kyselina. Kyselina mevalonová je 
postupne fosforylovaná a dekarboxylovaná. Výsledným produktom je izopentenyldifosfát, 
tzv. aktívny izoprén, ktorý sa za enzýmovej analýzy prešmykuje na dimethylallyldifosfát. 
Kondenzáciou posledných dvoch medziproduktov vzniká geranyldifosfát. Pripojovaním 
ďalších geranylových jednotiek sa reťazec striedavo dvojitými väzbami predlžuje až do 
vzniku prvých bezfarebných prekurzorov karotenoidov, fytoénu a fytofluénu, ktoré obsahujú 
už 40 uhlíkov v reťazci. V nasledujúcich fázach už prebiehajú rôzne špecifické reakcie 
vedúce ku vzniku cyklických a acyklických karoténov a xantofylov [14, 20, 21]. 
                                                   
                                                        Acetyl-CoA 
 
 
                                                  Acetoacetyl-CoA 
                                                                                   
                                                                              HMG-CoA-synthasa 
                                               
                                                      HMG-CoA 
 
                                                                              HMG-CoA-reduktáza 
                                                        Mevalonát 
 
 18
 
 
                                                                           Kináza + karoboxyláza 
 
                       
                                                                     Izopentenyl-difosfátizomeráza 
                    Izopentenyldifosfát                                dimethylallyldifosfát 
                                                                
                                                                 
                                                     Geranyldifosfát 
 
                                                        
                                                      
                                                       Farnezyldifosfát 
 
 
                                                   Geranylderanyldifosfát  
 
                                                                         fytoensyntáza 
                                                         
                                                            Fytoén 
                                              
                                       Desaturace                fytoendesaturáza  
                                                           
                                                          Lykopén 
 
                                      Cyklizácia                  lykopéncykláza 
                                                         
                                                         γ-karotén 
 
 
                                           torulén                              β-karotén 
                                                                                                            hydroxylace 
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Obrázok 7: Schéma biosyntézy karotenoidov [22] 
 
2.6 Metodické postupy  
2.6.1 Absorpčná spektrofotometria 
Podstatou ultrafialovej a viditeľnej spektrofotometrie je absorpcia ultrafialového 
a viditeľného žiarenia zriedenými roztokmi molekúl v rozsahu vlnových dĺžok 200 až 800 
nm. Pri absorpcii dochádza k excitácii valenčných elektrónov, ktoré sú súčasťou 
molekulových orbitálov.  
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Ako zdroj spojitého primárneho žiarenia sa v spektrofotometroch používa pre ultrafialovú 
oblasť vodíková, častejšie deuteriová výbojka. Pre viditeľnú oblasť sa používajú volfrámové 
alebo halogénové žiarovky. Absorbujúce prostredie je realizované kyvetami vyrobenými zo 
skla alebo kremeňa. Hodnotenie veľkosti absorpcie sa prevádza použitím fotoelektrických 
detektorov.    
Pre kvantitatívne stanovenie platí Lambert-Beerov zákon. Vyjadruje, že absorbancia je 
priamoúmerná koncentrácii c absorbujúcej látky a hrúbke absorbujúcej vrstvy l: 
lcA ..λε= , 
kde ελ je molárny absorpčný koeficient (konštanta pre danú látku za daných podmienok pri 
určitej vlnovej dĺžke, dm3.mol-1.cm-1), c je látková koncentrácia (mol.dm-3) a l je hrúbka 
absorbujúcej vrstvy (cm) [2].     
2.6.2 Extrakcia 
Na izoláciu karotenoidov zo vzoriek s vysokým obsahom vody sa používa najčastejší 
acetón ako extrahovadlo. Karotenoidy sú viazané prevažne v lipoproteínovej frakcii 
membrán, preto je na ich uvoľnenie nutné vzorku zmydelňovať s alkoholickým roztokom 
KOH alebo NaOH. Karotenoidy sa po zmydelnení niekoľkokrát extrahujú nepolárnymi 
organickými rozpúšťadlami, ako je napríklad dietyléter [23].     
2.6.3 Vysokoúčinná kvapalinová chromatografia – HPLC 
Chromatografia je separačná metóda, pri ktorej sa oddeľujú – separujú zložky obsiahnuté 
vo vzorke. Svojím určením je to predovšetkým metóda kvalitatívnej a kvantitatívnej analýzy 
vzorky.  
V chromatografii sa vzorka vnáša medzi dve vzájomne nemiesiteľné fáze. Stacionárna fáza 
je nepohyblivá a mobilná fáza je pohyblivá. Vzorku umiestnime na začiatok stacionárnej fázy. 
Pohybom mobilnej fázy cez stacionárnu fázu je vzorka touto sústavou unášaná. Zložky 
vzorky môžu byť stacionárnou fázou zachytávané, a preto sa pri pohybe zdržujú. Viac sa 
zdržia zložky, ktoré sú stacionárnou fázou pútané silnejšie. Tým sa postupne zložky od seba 
separujú a na koniec stacionárnej fáze sa dostávajú zložky menej zadržované.  
V kvapalinovej chromatografii je mobilnou fázou kvapalina. Na rozdiel od plynovej 
chromatografie rozhodujú o separácii zložiek vzorky nielen interakcie so stacionárnou fázou, 
ale veľmi výrazne i použitá mobilná fáza [24].     
Klasické kolónové prevedenie nemá potrebnú účinnosť, ale sa stalo základom 
vysokoúčinnej kvapalinovej chromatografie – HPLC. K účinnej separácii je treba použiť 
dostatočne malých zrniečok sorbentu, ktoré kladú prestupujúcej kvapaline značný odpor. 
Preto je nutné pracovať pri vysokom tlaku.  Medzi výhody tejto metódy patria práca s menším 
množstvom analyzovanej vzorky, kratšia doba separácie, možnosť práce s termolabilnými 
látkami pevného aj kvapalného skupenstva a podobne [2, 24].    
Kontinuálne delenie látok medzi stacionárnou a mobilnou fázou prebieha v krátkych 
náplňových kolónach o dĺžke 15-30 cm. Sú vyrobené z nerezovej oceli pre vysoké tlaky okolo 
50 MPa. Na dávkovanie vzorky sa používajú viaccestné dávkovacie kohúty alebo nástrek 
roztoku pomocou injekčnej striekačky. Mobilná fáza je pretlačovaná kolónou bezpulzným 
piestovým alebo membránovým čerpadlom. Najčastejšia detekcia je fotometrická detekcia, 
ktorá stanoví absorbanciu mobilnej fázy vychádzajúcej z kolóny. Detektory merajú 
absorbanciu eluátu vychádzajúceho z kolóny. Jednoduchšie typy merajú pri jednej vlnovej 
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dĺžke v ultrafialovej oblasti, zložitejšie dovoľujú nastavenie vlnovej dĺžky monochromátorom 
[2].     
 
   
 
h.....výška píku 
Y....šírka píku v základne 
Y ½  ..šírka píku v polovici výšky 
A......plocha píku 
 
Obrázok 8: Popis chromatogramu [2] 
 
Parametre Y a Y ½ súvisia s účinnosťou separácie, parametre A a h s kvantivatívnym 
zastúpením zložky. Zadržovanie rozpustenej látky stacionárnou fázou spôsobuje, že kolónou 
migruje menšou rýchlosťou než je priemerná rýchlosť mobilnej fáze. Molekula zložky strávi 
v kolóne určitú dobu, ktorá sa nazýva retenčný čas tR. Táto doba sa delí na čas, ktorý 
molekula zostáva v mobilnej fáze – mŕtvy retenčný čas tM, a čas strávený v stacionárnej fáze – 
redukovaný retenčný čas t´R. Tieto časy splňujú retenčnú rovnicu: 
 
tR = tM + t´R 
 
Pre inert, ktorý sa nepúta na stacionárnu fázu a putuje rovnakou rýchlosťou ako mobilná 
fáza, je retenčný čas totožný s mŕtvym retenčným časom. Retenčné charakteristiky sa 
používajú ku kvalitatívnej analýze, pretože v daných podmienkach môžeme konkrétnu zložku 
charakterizovať jej retenčným alebo redukovaným retenčným časom [2].     
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3 CIEĽ PRÁCE 
Cieľom predloženej bakalárskej práce zameranej na reguláciu produkcie biomasy 
a lipidových látok vybranými kmeňmi karotenogénnych kvasiniek je riešenie nasledujúcich 
dielčích úloh: 
 
- prehľad priemyslových mikroorganizmov produkujúcich karotenoidy a lipidové látky 
 
- metabolizmus produkcie vybraných lipidových látok a pigmentov 
 
- riadená produkcia obohatenej biomasy, karotenoidov a lipidových látok vybranými 
kmeňmi karotenogénnych kvasiniek v optimálnych podmienkach a v podmienkach 
fyziologického stresu 
 
- sledovanie zmien v raste biomasy a produkcii karotenoidov u  kvasiniek 
kultivovaných na niekoľkých typoch odpadných substrátov 
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4 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 
4.1 Použité chemikálie 
4.1.1 Chemikálie použité na kultiváciu kvasiniek 
Kvasničný autolyzát, Himedia (India) 
D-glukóza monohydrát p.a., Lach-Ner s r.o. (ČR) 
Síran amonný p.a., Lachema (ČR) 
Dihydrogenfosforečnan draselný p.a., Lachema (ČR) 
Síran horečnatý heptahydrát p.a., Chemapol (ČR) 
Chlorid sodný A.a., Lachema (ČR) 
Peroxid vodíka 3% COO, Coopharma s r.o. (ČR) 
Srvátka (odpad, mlékárna Pribina a.s., Přibyslav) 
Zemiakový extrakt (Potato extract, India) 
4.1.2 Chemikálie použité na izoláciu karotenoidov 
Acetón p.a., Lachema (ČR) 
Hydroxid draselný p.a., Lachema (ČR) 
Diethyléter p.a., Lachema (ČR) 
Ethanol pre UV-VIS, Lachema (ČR) 
 
4.1.3 Chemikálie použité pre HPLC 
Methanol pre HPLC, Sigma – Aldrich (SRN) 
Acetonitril pre HPLC, Sigma – Aldrich (SRN) 
Ethanol pre HPLC, Sigma – Aldrich (SRN) 
4.2 Prístroje a pomôcky 
4.2.1 Pomôcky pre kultiváciu kvasiniek 
Spektrofotometer VIS, Helios δ, Unicam (UK) 
Mikroskop L II ooA, Intraco Micro (SRN) 
GKB Color Digital CCD kamera (Taiwan) 
Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.o. (ČR) 
Trepačka Yellow line, (SRN) 
Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN) 
Analytické váhy Boeco (SRN) 
laminárny box Aura mini 
4.2.2 Pomôcky pre izoláciu a analýzu karotenoidov 
Filtry pre HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB) 
Vakuová odparka RV 06, IKA (SRN) 
Vodná lázeň EL-20, Merci a.s. (ČR) 
Zostava HPLC/UV-VIS od firmy ECOM spol. s r.o. (ČR) 
Programátor gradientu GR 5 
Vysokotlaké čerpadlo typ P 4020 
Dávkovací ventyl typ C 
Termostat kolóny typ LCO 101 
UV-VIS detektor procesorový, typ LCD 2084 
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software Clarity– Chromatography SW, Data Apex 2006  
4.3 Použité kvasinkové kmene 
 Ku kultivácii boli použité kvasinkové kmene: Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26 
                                                                               Rhodotorula rubra CCY 20-7-31 
     Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4 
 
4.4 Kultivácia mikroorganizmov 
4.4.1 Kultivácia karotenogénnych kmeňov 
Kvasinky Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra a Sporobolomyces roseus patria medzi 
mezofilné, aeróbne mikroorganizmy s podobnými nárokmi na podmienky rastu. 
Kvasinky boli kultivované v tekutom médiu pri teplote 28°C za neustáleho trepania 
a osvetlenia kvôli produkcii karotenoidov. Sterilácie médií prebiehali v tlakovom hrnci 
s otvoreným ventilom vždy po dobu 30 minút. 
4.4.2 Voľba vhodného inokula I 
Pred samotnou kultiváciou boli na kvasinke Rhodotorula glutinis otestované dve 
inokulačné média – bohaté, o zložení uvedenom v tabuľke 1 a základné, o zložení uvedenom 
v tabuľke 2.  
Podľa lepších rastových charakteristík bolo vybrané médium, ktoré bolo ďalej používané 
ako inokulum I v študovaných kultiváciách. 
 
Tabuľka 1: Zloženie bohatého inokula  
zložka množstvo 
Kvasničný autolyzát 5 g 
Glukóza 40 g 
(NH4)2SO2 10 g 
KH2PO4 1 g 
K2HPO4 0,2 g 
NaCl 0,1 g 
CaCl2 0,1 g 
MgSO4 0,5 g 
Mikroelementový roztok 0,25 ml 
Destilovaná voda 1000 ml 
 
Mikroelementový roztok: 0,05 g FeCl3 . 6 H2O, 0,7 g MnSO4 . 5 H2O, 0,05 g (NH4)6Mo7O24 .  
4 H2O, 0,125 g H3BO4, 0,01 g CuSO4 . 5 H2O, 0,1 g ZnSO4 . 7 H2O, 0,025 g KI na 100 ml 
destilovanej vody. 
4.4.3 Inokulum I 
Pre každý druh kvasinky boli pripravené tri inokulá I (označené 1, 2 a 3) o objeme 50 ml 
tak, aby následný objem pre inokulum II v pomere ino I : ino II bol 1:5. Zloženie inokula I, 
ktoré bolo používané pri kultivácii, je uvedené v tabuľke 2. Do každého vysterilovaného 
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inokula I bolo sterilne naočkovaných 5 kličiek zásobnej kultúry zo šikmého agaru. Kultivácia 
prebiehala 24 hodín.  
 
Tabuľka 2: Zloženie inokula I  
zložka množstvo 
glukóza 40 g 
(NH4)2SO4 5 g 
KH2PO4 5 g 
MgSO4 0,34 g 
Kvasničný autolyzát 7 g 
Vodovodná voda 1000 ml 
 
4.4.4 Inokulum II 
Ku každému inokulu I (INO I)  bolo pripravené inokulum II (INO II, 250 ml), rovnako 
označené, o zložení uvedenom v tabuľke 3. Kultúry INO I boli sterilne preliate do inokul II a 
kultivované 24 hodín. Inokulum II každého typu bolo základom pre nasledujúcu sériu 
kultivácií v produkčnom médiu. 
 
Tabuľka 3: Zloženie inokúl II 
inokulum II (1) inokulum II (2) inokulum II (3) 
zložka množstvo zložka množstvo zložka množstvo 
glukóza 40 g glukóza 40 g glukóza 40 g 
(NH4)2SO4 5 g (NH4)2SO4 5 g (NH4)2SO4 5 g 
KH2PO4 5 g KH2PO4 5 g KH2PO4 5 g 
MgSO4 0,34 g MgSO4 0,34 g MgSO4 0,34 g 
Kvasničný 
autolyzát 
7 g Lyofil.neupravená 
srvátka 
7 g Zemiakový 
extrakt 
7 g 
Vodovodná 
voda 
1000 ml Vodovodná voda 1000 ml Vodovodná 
voda 
1000 ml 
 
 
Lyofilizovaná srvátka používaná do inokulačného média II (2) a do produkčných médií 
bola upravovaná odstránením bielkovín. Najskôr sa upravilo pH prostredie na približnú 
hodnotu 4,6 pomocou 0,1 M H2SO4. 20 minútovým zahrievaním vo vodnom kúpeli sa 
vyzrážali bielkoviny, ktoré boli následne stočené pri 5000 otáčkach po dobu 10 minút. 
Zloženie pôvodnej, neupravenej syrovátky je uvedené v tabuľke 4.  
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Tabuľka 4: Zloženie srvátky poskytnuté dodávateľom 
Zložka Sladká srvátka (g/l) Kyslá srvátka (g/l) 
Sušina 63,0 – 70,0 63,0 – 70,0 
Laktóza 46,0 – 52,0 44,0 – 46,0 
Bielkoviny 6,0 – 10,0 6,0 – 8,0 
Vápnik 0,4 – 0,6 1,2 – 1,6 
Fosforečnany 1,0 – 3,0 2,0 – 4,5 
Laktát 2,0 6,4 
Chloridy 1,1 1,1 
Hodnota pH 6,1 4,6 
 
4.4.5 Produkčné médiá  
Pre každé inokulum II boli pripravené rôzne produkčné média (250 ml), rovnako označené. 
Produkčné médiá obsahovali rovnaký základ, ktorý je uvedený v tabuľke 4. Zložky,  ktorými 
sa jednotlivé médiá líšili, sú uvedené v tabuľkách 5 - 7. Inokulá II boli po častiach sterilne 
rozliate do produkčných médií tak, aby pomer INO II : produkčné médium bol 1:5. Kultúry 
boli kultivované 80 hodín.   
 
Tabuľka 5: Zloženie produkčného média - základ 
zložka množstvo 
glukóza 40 g 
(NH4)2SO4 5 g 
KH2PO4 5 g 
MgSO4 0,34 g 
Vodovodná voda 1000 ml 
 
Tabuľka 6: Zloženie produkčných médií 1  
značka zloženie 
kontrola základ + kvasničný autolyzát 7g/l 
2% NaCl základ + kvasničný autolyzát 7g/l + NaCl 20g/l 
5% NaCl základ + kvasničný autolyzát 7g/l + NaCl 50g/l 
H2O2 základ + kvasničný autolyzát 7g/l + 5mM H2O2
potato základ + zemiakový extrakt 7 g/l 
upravená srvátka základ + lyofil. upravená srvátka 7g/l 
neupravená srvátka základ + lyofil. neupravená srvátka 7g/l 
čistá srvátka čistá srvátka 250 ml 
 
Kultúry pestované v produkčných médiách 1 mali rovnaké zloženie inokula I aj inokula II. 
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Tabuľka 7: Zloženie produkčných médií 2 
značka zloženie 
kontrola základ + kvasničný autolyzát 7g/l  
2% NaCl základ + kvasničný autolyzát 7g/l + NaCl 20g/l 
5% NaCl základ + kvasničný autolyzát 7g/l + NaCl 50g/l 
H2O2 základ + kvasničný autolyzát 7g/l + 5mM H2O2
upravená srvátka základ + lyofil. upravená srvátka 7g/l 
neupravená srvátka základ + lyofil. neupravená srvátka 7g/l 
čistá srvátka čistá srvátka 250 ml 
 
Kultúry pestované v produkčný médiách 2 mali zmenu v zložení inokula II oproti inokulu I. 
Inokulum II obsahovalo lyofilizovanú neupravenú srvátku namiesto kvasničného autolyzátu.  
 
 
Tabuľka 8: Zloženie produkčných médií 3 
značka zloženie 
kontrola základ + kvasničný autolyzát 7g/l  
2% NaCl základ + kvasničný autolyzát 7g/l + NaCl 20g/l 
5% NaCl základ + kvasničný autolyzát 7g/l + NaCl 50g/l 
H2O2 základ + kvasničný autolyzát 7g/l + 5mM H2O2
potato základ + zemiakový extrakt 7 g/l 
 
Kultúry pestované v produkčný médiách 3 mali zmenu v zložení inokula II oproti inokulu I. 
Inokulum II obsahovalo zemiakový extrakt namiesto kvasničného autolyzátu.   
 
4.4.6 Stanovenie biomasy  
Kvôli časovej úspore pri určení množstva sušiny v jednotlivých vzorkách boli najskôr pre 
kvasinkové kultúry Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra a Sporobolomyces roseus 
zostavené kalibračné krivky vyjadrujúce závislosť medzi množstvom sušiny a zákalom rôzne 
koncentrovaných suspenzií kvasiniek. 
RG:  0234,01947,0 −= xy
RR:  0005,02299,0 −= xy
SR: , 0488,02421,0 −= xy
kde y je nameraná absorbancia a x množstvo sušiny v g/l. Kalibračné závislosti boli získané 
z paralelne riešenej diplomovej práce [25].   
1 ml vzorky kvasinkovej kultúry bol nariedený destilovanou vodou tak, aby sa neprekročil 
rozsah spektrofotometra. Bola zmeraná absorbancia pri vlnovej dĺžke 630 nm proti 
destilovanej vode. V prípade živných médií obsahujúcich srvátku sa ako blank používalo toto 
médium. 
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4.4.7 Spracovanie biomasy 
Celý objem produkčného média bol scentrifugovaný pri 5000 otáčkach po dobu 10 minút. 
Potom boli bunky premyté destilovanou vodou a opäť stočené. Nakoniec bola biomasa 
rozsuspendovaná vo fyziologickom roztoku a uložená v mrazničke.  
4.5 Izolácia a analýza karotenoidov 
Karotenoidy aj ergosterol sú súčasťou lipidickej frakcie kvasinkových buniek, preto je 
možné ich izolovať niekoľkostupňovou extrakciou spojenou so zmydelnením. K analýze boli 
použité vzorky z produkčných médií o obsahu 100 ml. Identifikácia bola prevedená pomocou 
vysoko-účinnej kvapalinovej chromatografie so spektrofotometrickou detekciou. 
4.5.1 Izolácia karotenoidov zmydelnením 
Uložené vzorky z mrazničky boli rozmrazené v tme a stočené pri 5000 otáčkach po dobu 
10 minút. Následne boli premyté destilovanou vodou a opäť stočené. Sediment, ktorý 
obsahoval kvasinkové bunky, bol v trecej miske dezintegrovaný s 50 ml acetónu, 
kvantitatívne prevedený na odparovaciu misku a po prídavku 50 ml 10% alkoholického 
roztoku KOH bol zmydelňovaný na vodnej lázni pri 90°C po dobu 30 minút.  
4.5.2 Extrakcia 
Zmydelnený odparok bol trikrát extrahovaný pomocou diethyléteru. Spojené étherové 
frakcie boli odparené na vákuovej odparke. 
4.5.3 Analýza karotenoidov metódou HPLC/UV-VIS 
Vysušený extrakt bol rozpustený v ethanole pre HPLC, prefiltrovaný cez jednorázový filter 
a prevedený do mikrocentrifugačnej skúmavky. Pred samotnou analýzou boli vzorky ešte 
krátko stočené. 
Analýza karotenoidov a ergosterolu metódou HPLC prebiehala za izokratických 
podmienok pri prietoku mobilnej fázy 1,1 ml/min a teplote 45°C na nerezovej kolóne 
s predkolónou za fotometrickej detekcie pri vlnovej dĺžke odpovedajúcej maximu absorbancie 
príslušnej analyzovanej látky (450 nm pre karotenoidy a 285 nm pre ergosterol a fytoén). 
Vzorka bola na kolónu dávkovaná cez dávkovací ventil, objem nanášanej vzorky bol 10-20 
μl. Ako mobilná fáza bola pre analýzu karotenoidov použitý methanol pre HPLC a pre 
analýzu ergosterolu a fytoénu zmes acetonitril:methanol pre HPLC v pomere 95:5. 
K chromatografickej analýze karotenoidov bola použitá zostava HPLC od firmy ECOM 
spol. s r.o. 
K spracovaniu analytických dát a chromatogramov bol použitý chromatografický software 
Clarity – Chromatography SW, Data Apex 2006. 
4.5.4 Identifikácia a kvantifikácia karotenoidov 
Identifikácia a kvantifikácia bola prevedená na základe chromatografickej analýzy 
štandardov karotenoidov a ergosterolu pri daných vlnových dĺžkach. Stanovenie množstva 
vybraných karotenoidov a ergosterolu bolo robené pomocou externej kalibrácie metódou 
kalibračnej krivky. Ku kvantitatívnemu vyhodnoteniu bola použitá závislosť plochy píkov 
jednotlivých štandardov na koncentrácii. 
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5 VÝSLEDKY 
5.1 Voľba vhodného inokula I 
   Na kvasinke Rhodotorula glutinis boli otestované dve živné médiá o zložení základnom 
a bohatom uvedenom v tab. 1, 2, kap. 4.4.2. Médium o lepších rastových charakteristikách 
bolo vybrané ako inokulum I v ďalej študovaných kultiváciách. V prvej fáze sa porovnávala 
charakteristika rastu. Boli zostrojené rastové charakteristiky a stanovené množstvo 
vyprodukovanej biomasy za 80 hodín kultivácie v produkčnom médiu o zložení uvedenom 
v tab. 1, 2, kap. 4.4.2. 
Porovnanie narastu kultúry v dvoch médiách
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Graf 1: Porovnanie nárastu kultúry v základnom a bohatom médiu 
 
V druhej fáze sa porovnávali morfologické znaky pomocou svetelného mikroskopu. 
Mikroskopické pozorovanie prebiehalo pri zväčšení 40x. 
 
  
Obrázok 9: Morfológia Rhodotorula glutinis v základnom a bohatom inokulu 
 
Na obrázkoch môžeme vidieť, že bunky Rhodotorula glutinis v základnom inokulačnom 
médiu sú guľaté až oválne, bez zvláštnych abnormalít. Naopak bunky v bohatom médiu 
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vykazujú určité deformácie bunkových stien, zvrásnenosť a neohraničené obsahy, čo môžu 
byť bunkové obsahy pravdepodobne po autolýze buniek.  
Z daných charakteristík uvedených v grafe 1 a na obr. 2 vyplýva, že základné médium sa 
osvedčilo ako vhodnejšie pre produkciu biomasy a bolo použité ako inokulum I pre študované 
kultivácie. 
5.2 Morfologické, rastové a produkčné charakteristiky študovaných kvasiniek 
Pre túto prácu boli použité kmene kvasiniek: Rhodotorula glutinis CCY 20-6-26, 
Rhodotorula rubra CCY 20-7-31 a Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4. 
5.2.1   Rhodotorula glutinis 
5.2.1.1 Pozorovanie morfologických zmien na rôznych produkčných médiách 
V danej kultivácii boli pozorované morfologické charakteristiky kmeňa Rhodotorula 
glutinis na rôznych substrátoch používaných ako živné médiá. Kultivácia prebehla súčasne na 
troch inokulačných médiách o rôznom zložení (3 série), potom boli testované produkčné 
médiá, ktoré obsahovali rôzne odpadové materiály alebo boli podrobené exogénnemu stresu 
(kap. 4.4.3 - 4.4.5). 
⇒ (1) Inokulum I základné, inokulum II základné, rôzne produkčné médiá: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                         
Obrázok 10:Morfológia Rhodotorula glutinis (1) v rôznych produkčných médiách 
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Podľa mikroskopického pozorovania môžeme vidieť, že bunky Rhodotorula glutinis majú 
oválny až vajcovitý tvar. V médiách s prídavkom  solí a peroxidu je tvar buniek pomerne 
guľatý, čo nasvedčuje stresovému prostrediu. V zemiakovom extrakte, v čistej a neupravenej 
lyofilizovanej srvátke morfológia nevykazuje nijaké neobvyklé zvláštnosti. Bunky 
v upravenej lyofilizovanej srvátke sú koncentrované, môže to byť dôkaz zvýšeného nárastu 
biomasy, prípadne dochádza ku zhlukovaniu buniek vplyvom niektorej zložky srvátky, ktorá 
pôsobí ako stresový faktor.                         
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Obrázok 11:Zmeny v sfarbení produkčných médií (1) 
Na daných obrázkoch je vidieť rozdielne sfarbenie produkčných médií. Prevláda tu 
oranžová farba. Upravená aj  neupravená srvátka a médium so zemiakovým extraktom majú 
ľahší nádych oranžovej v porovnaní s kontrolným médiom. Čistá srvátka ma zaujímavé 
ružové zafarbenie líšiace sa od ostatných produkčných médií.  
 
⇒ (2) Inokulum I základné, inokulum II lyofil. neupravená srvátka, rôzne prod. médiá: 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                                               
                                                                                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázok 12: Morfológia Rhodotorula glutinis (2) v rôznych produkčných médiách 
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Na mikroskopických obrázkoch je vidieť podobne ako v prvej sérii kultivačných médií 
charakteristický tvar buniek pre médiá obsahujúce stresové faktory, prirodzený rast v médiách 
so srvátkou a opäť zvýšenú koncentráciu a zhluky čiastočne deformovaných buniek v médiu 
s upravenou lyofilizovanou srvátkou.  
 
                                                                
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                           
                           
 
 
 
 
 
 
 
Obrázok 13:Zmeny v sfarbení produkčných médií (2) 
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V zafarbení produkčných médií prevláda oranžová farba. Opäť je vidieť zaujímavé ružové 
zafarbenie čistej srvátky. Upravená a neupravená lyofilizovaná srvátka má ružovo-oranžové 
zafarbenie, ktoré je pravdepodobne vyvolané použitím inokulačného média II taktiež 
s obsahom srvátky. Srvátka zrejme pôsobí ako zložka média, ktorá je schopná indukovať 
produkciu pigmentov v kvasinkových bunkách. 
 
 
⇒ (3) Inokulum I základné, inokulum II so zemiakovým extraktom, rôzne produkčné médiá: 
                                                                              
                                                                                                                                
                                                                                                                               
                                                                                        
                       
 
 
 
 
 
 
 
                            
                                                
            
            
 
Obrázok 14: Morfológia Rhodotorula glutinis (3) v rôznych produkčných médiách 
 
Na obrázkoch je vidieť plynulý rast buniek bez väčších odlišností a zmien v tvare, bunky 
sú guľaté až oválne, morfológia nevykazuje žiadne zvláštne úkazy. 
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Obrázok 15: Zmeny v sfarbení produkčných médií (3) 
 
Zmeny v zafarbení produkčných médií tretej série nie sú veľmi odlišné. Médiá obsahujúce 
soli a tiež zemiakový extrakt majú tmavší odtieň oranžovej v porovnaní s kontrolným 
médiom. 
5.2.1.2 Produkcia karotenoidov na rôznych typoch kultivačných médií  
 
Práca bola zameraná predovšetkým na sledovanie zmien produkcie β-karoténu, ktorý má 
najväčší praktický význam. Z ďalších sledovaných metabolitov sa analyzoval fytoén, 
prekurzor karotenoidov, a ergosterol, doprovodný metabolit karotenoidov.  K izolácii bola 
použitá metóda extrakcie pigmentov do acetónu a následné zmydelnenie (kap. 4.5.1).  
Obsahy karotenoidov boli namerané metódou HPLC. V nasledujúcich grafoch sú uvedené 
výsledky kultivácie všetkých troch sérií produkčných médií u kvasinky Rhodotorula glutinis. 
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Graf 2: Produkcia karotenoidov 1. série produkčných médii 
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Graf 3: Produkcia karotenoidov 2. série produkčných médií 
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Graf 4: Produkcia karotenoidov 3. série produkčných médií 
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Ako môžeme vidieť z grafov  2 - 4,  vyšší nárast biomasy u kvasinky Rhodotorula glutinis 
(9 g/l) bol pozorovaný v produkčnom médiu s obsahom lyofilizovanej upravenej srvátky. 
Skoro rovnaký nárast môžeme ešte nájsť v kontrolnom médiu s obsahom kvasničného 
autolyzátu v produkčnom médiu s predchádzajúcou kultiváciou na INO I a INO II taktiež 
s kvasničným autolyzátom. Podobná produkcia biomasy bola pozorovaná tiež v produkčných 
médiách s obsahom soli kultivovaných po INO II s prídavkom srvátky (graf 3).  
V produkcii karotenoidov u kvasinky Rhodotorula glutinis v prvej sérii produkčných 
médií, graf č. 2,  sa v stresovaných médiách s prídavkom peroxidu vodíku mierne znížila 
produkcia β-karoténu oproti kontrolnému médiu, v médiách s prídavkom solí, sa naopak táto 
produkcia mierne zvýšila. Rovnako je to aj v produkcii karotenoidov v druhej a tretej sérii 
(grafy 3 a 4). V médiách s obsahom zemiakového extraktu, lyofilizovanej neupravenej 
a upravenej srvátky sa produkcia β-karoténu zvýšila až niekoľkonásobne. Najvyššia 
dosiahnutá produkcia β-karoténu dosahovala v prvej sérii cca 1,28 mg/g sušiny, to je pro 
súčasnej produkcii biomasy cca 9 g/l  veľmi dobrý výsledok.  
V druhej sérii produkčných médií (INO II s obsahom srvátky, kap. 4.4.4) sa hodnota 
nárastu biomasy od kontrolného média značne nelíši, zato médium s obsahom upravenej 
srvátky vykazuje značnú nadprodukciu β-karoténu, a to až niekoľkonásobne oproti 
kontrolnému médiu, taktiež oproti ostatným médiám (graf 3). Produkcia ergosterolu sa mierne 
zvyšuje alebo znižuje v porovnaní s kontrolným médiom, zmeny prebiehajú rovnakým 
smerom ako zmeny obsahu karotenoidov. Podobne je to aj v produkcii fytoénu, prekurzoru 
karotenoidov, tu však môžeme dodať, že jeho najvyššia produkcia je v stresovaných médiách 
s obsahom solí v tretej sérii produkčných médii. Ako najlepšie médium pre produkciu 
karotenoidov sa u Rhodotorula glutinis osvedčilo médium s obsahom lyofilizovanej upravenej 
srvátky, nedošlo v ňom ani k negatívnemu ovplyvneniu nárastu biomasy a bola dosiahnutá 
produkcia až  2,1 mg/g β-karoténu.  
 
5.2.2  Rhodotorula rubra 
5.2.2.1 Pozorovanie morfologických zmien na rôznych produkčných médiách 
V danej kultivácii boli pozorované morfologické znaky kmeňa Rhodotorula rubra na 
rôznych substrátoch používaných ako živné médiá. Kultivácia prebehla súčasne na troch 
inokulačných médiách o rôznom zložení (3 série) rovnako ako u kmeňa Rhodotorula glutinis 
(kap. 4.4.3 - 4.4.5). 
 
⇒ (1) Inokulum I základné, inokulum II základné, rôzne produkčné médiá: 
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Obrázok 16: Morfológia kmeňa Rhodotorula rubra (1) 
 
    V mikroskopickom pozorovaní morfológie daného kmeňa vidieť, že tvar buniek je 
väčšinou okrúhly, čo odpovedá charakteristike tohto druhu. Bunky v jednotlivých médiách sa 
od seba značne neodlišujú. Avšak nejakú odlišnosť môžeme vidieť v určitej zvrásnenosti 
buniek v médiu s obsahom 5% NaCl.                                                                                                                    
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Obrázok 17: Zmeny v sfarbení produkčných médií (1) 
 
Na obrázkoch vidíme oranžové až červené zafarbenie produkčných médií. Médiá 
s obsahom srvátky majú v porovnaní s kontrolným médiom bledší odtieň oranžovej. Čistá 
srvátka má ružové zafarbenie rovnako ako v kultivácii kmeňa Rhodotorula glutinis. 
 
⇒ (2) Inokulum I základné, inokulum II s lyof. neupravenou srvátkou, rôzne produkčné 
médiá: 
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Obrázok 18: Morfológia kmeňa Rhodotorula rubra (2) 
 
Morfologické znaky sa líšia predovšetkým v médiách s obsahom solí. Bunky sú 
stresované, zafarbenie majú tmavšie v porovnaní s ostatnými médiami. Bunky v čistej srvátke 
sú bez abnormálnych zmien, avšak ich sfarbenie je celkovo bledé, čo môže byť dôkaz nízkeho 
obsahu karotenoidov.  
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Obrázok 19: Zmena v sfarbení produkčných médií (2) 
 
U médií s obsahom solí a peroxidu, taktiež s obsahom neupravenej lyofilizovanej srvátky 
pozorujeme podobné zafarbenie ako u kontrolného média. Upravená lyofilizovaná srvátka 
a médium s obsahom 5% NaCl vykazuje tmavšie zafarbenie, čistá srvátka má svoje 
charakteristické ružové sfarbenie. 
 
⇒ (3) Inokulum I základné, inokulum II so zemiakovým extraktom, rôzne produkčné médiá: 
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Obrázok 20: Morfológia kmeňa Rhodotorula rubra (3) 
 
Morfológia buniek nevykazuje viac-menej žiadne odlišnosti, bunky sú guľaté. V médiu 
s 5% NaCl majú bunky nepravidelný až zvrásnený tvar spôsobený pravdepodobne zvýšeným 
osmotickým tlakom.  
 
 
                                                                                         
                                                
             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázok 21: Zmeny v sfarbení produkčných médií (3) 
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Na obrázkoch vidíme, že médium so zemiakovým extraktom a s prídavkom peroxidu je 
bledooranžové, kontrolné médium a médiá s obsahom solí sa v zafarbení od seba veľmi 
nelíšia. 
5.2.2.2 Produkcia karotenoidov na rôznych typoch kultivačných médií  
U kmeňa Rhodotorula rubra boli sledované rovnaké typy karotenoidov, ako 
v predchádzajúcej kultivácii, a to hlavný produkovaný pigment β- karotén, ďalej fytoén 
a sprievodný metabolit ergosterol. Obsahy karotenoidov boli namerané metódou HPLC. 
V nasledujúcich grafoch sú uvedené výsledky kultivácie všetkých troch sérií produkčných 
médií.  
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Graf 5:  Produkcia karotenoidov 1. série produkčných médií 
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Graf 6: Produkcia karotenoidov 2. série produkčných médií 
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Graf 7: Produkcia karotenoidov 3. série produkčných médií 
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V produkcii karotenoidov u Rhodotorula rubra je najvyšší nárast biomasy v médiách opäť 
s obsahom kvasničného autolyzátu. Vysoký nárast môžeme nájsť aj v stresovaných médiách 
a taktiež v médiách s obsahom upravenej srvátky. Značná nadprodukcia  β-karoténu, ako 
u kvasinky Rhodotorula glutinis, sa tu nenachádza. Jej zvýšené hodnoty oproti kontrolnému 
médiu, však vidieť v stresových médiách s obsahom solí (grafy 5, 6 a 7), výrazná je v médiu 
s 5% NaCl z tretej série produkčných médií, kedy INO II obsahovalo zemiakový extrakt. 
V týchto podmienkach bola dosiahnutá najvyššia pozorovaná produkcia β-karoténu tohto 
kmeňa (1,5 mg/g sušiny). U kvasinky Rhodotorula rubra nachádzame aj nadprodukcie 
fytoénu a ergosterolu, a to v médiách s obsahom solí vo všetkých troch sériách produkčných 
médií.  
5.2.3  Sporobolomyces roseus 
5.2.3.1 Pozorovanie morfologických zmien na rôznych produkčných médiách 
Bola pozorovaná morfológia kmeňa Sporobolomyces roseus na živných médiách s rôznym 
substrátom. Kultivovalo sa súčasne na troch rôznych inokulačných médiách (kap. 4.4.3 - 
4.4.5). Počas kultivácie boli média z tretej série napadnuté kontamináciou, preto boli 
vyradené z následnej analýzy. 
 
⇒ (1) Inokulum I základné, inokulum II základné, rôzne produkčné médiá: 
 
                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázok 22: Morfológia kmeňa Sporobolomyces roseus 
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Bunky Sporobolomyces roseus sa na prvý pohľad odlišuje od ostatných kultivovaných 
kmeňov. Ich tvar je elipsoidný až pretiahnutý, v jednotlivých médiách sa od seba veľmi 
neodlišuje. Bunky v čistej srvátke sú oproti ostatným slabo zafarbené. 
 
  
                           
                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázok 23: Zmeny sfarbenia v produkčných médiách 
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Kontrolné médium, média s obsahom solí a peroxidu majú oranžové zafarbenie, médium 
so zemiakovým extraktom má bledšiu oranžovú farbu. Média s upravenou a neupravenou 
lyofilizovanou srvátkou majú intenzívnejšie ružovočervené zafarbenie  a čistá srvátka má 
charakteristickú ružovú farbu ako vo všetkých kultiváciách. 
 
 ⇒ Inokulum I základné, inokulum II s lyof. neupravenou srvátkou, rôzne produkčné médiá: 
 
                                                                                                                      
                                                                  
 
               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázok 24: Morfológia kmeňa Sporobolomyces roseus (2) 
 
Bunky v týchto produkčných médiách majú guľovitý až oválny tvar. Pretiahnutý tvar 
buniek sa vyskytuje v médiu s čistou srvátkou. V tomto médiu sú aj bunky najbledšie. Na 
mikroskopických snímkoch je vidieť stresový efekt solí, peroxidu i čistej srvátky; vo všetkých 
prípadoch sú bunky deformované, pretiahnuté a v prítomnosti srvátky agregujú. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 47
 
  
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázok 25: Zmeny v sfarbenia v produkčných médiách (2) 
 
Produkčné médium s obsahom 2% NaCl má sýte oranžové zafarbenie na rozdiel od 
kontrolného média a ostatných stresových médií. Médiá s obsahom lyofilizovanej upravenej 
a neupravenej srvátky majú výrazné oranžovo-ružové zafarbenie, čo môže nasvedčovať určité 
zvýšenie produkcie karotenoidov v porovnaní s ostatnými médiami.   
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5.2.3.2 Produkcia karotenoidov na rôznych typoch kultivačných médií 
Obsahy sledovaných karotenoidov v jednotlivých produkčných médiách boli namerané 
metódou HPLC. Tretia séria produkčných médií sa pre objavenú kontamináciu počas 
kultivácie neanalyzovala. 
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Graf 8: Produkcia karotenoidov 1. série produkčných médií 
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Graf 9: Produkcia karotenoidov 2. série produkčných médií 
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U kvasinky Sporobolomyces roseus sa tretia séria produkčných médií neanalyzovala pre 
objavenú kontamináciu. V oboch analyzovaných sériách je nárast biomasy najvyšší 
v kontrolných médiách s obsahom kvasničného autolyzátu, ako aj v predchádzajúcich 
študovaných kvasinkách. V produkcii β-karoténu výrazne vystupujú média s obsahom 
lyofilizovanej neupravenej a upravenej srvátky. Kultivácia druhu Sporobolomyces roseus 
v médiu s upravenou srvátkou dosiahla najvyššiu produkciu β-karoténu v porovnaní 
s ostatnými študovanými druhmi kvasiniek. Zvýšená produkcia sa nachádza ešte v médiách so 
zemiakovým extraktom, v médiách stresovaných soľami, miernejšia v médiu s peroxidom 
vodíku. Je však treba konštatovať, že produkcia biomasy bola u tohto kmeňa najnižšia. 
V prvej sérii produkčných médii nárasty fytoénu a ergosterolu nevykazovali vysoké hodnoty. 
Ich produkcia oproti kontrolnému médiu sa mierne zvýšila po prídavku peroxidu vodíka i solí 
do média. Najväčšie množstvo ergosterolu je však patrné v médiu s neupravenou srvátkou. 
V druhej sérii produkčných médií sú hodnoty fytoénu vyššie. Po prídavku peroxidu vodíka do 
média sa jeho produkcia oproti kontrolnému médiu zvýšila, avšak po prídavkoch solí sa 
mierne znížila. Médium s prídavkom 5% NaCl vystupuje do popredia vďaka ergosterolu, kde 
jeho produkcia dosiahla najvyššiu hodnotu oproti kontrolnému médiu rovnako ako oproti 
ostatným médiám v študovaných kultiváciách. 
Z uvedených dielčích záverov vyplýva, že ako najlepšie kultivačné médium pre nárast 
biomasy sa osvedčilo u všetkých študovaných kmeňov médium s obsahom kvasničného 
autolyzátu. Najvyšší obsah biomasy v tomto médiu bol zaznamenaný u druhu Rhodotorula 
glutinis. Najvyššie produkcie β-karoténu boli dosiahnuté v médiách s obsahom lyofilizovanej 
upravenej alebo neupravenej srvátky, a to kmeňmi Rhodotorula glutinis a Sporobolomyces 
roseus. Prvenstvo v produkcii  β-karoténu patrí kvasinke Sporobolomyces roseus v médiu 
s upravenou srvátkou, kde jeho produkcia dosiahla približne 2,76 mg/g sušiny. Zloženie 
týchto médii však nemá rovnaký vplyv na produkciu β-karoténu u kvasinky Rhodotorula 
rubra. U tohto druhu môžeme nájsť zvýšené produkcie fytoénu a ergosterolu v médiách 
s prídavkom stresových faktorov, prípadne kultivovaných na INO II s prídavkom 
zemiakového extraktu.  
Do kultivácie boli zaradené aj produkčné média obsahujúce čistú srvátku. Ako môžeme 
vidieť z grafov č. 2, 3, 5, 6, 8 a 9, produkcie sledovaných metabolitov vykazujú v tomto 
médiu najnižšie hodnoty v porovnaní s kontrolnými médiami. Čistá srvátka teda nie je 
vhodným kompletným médium pre karotenogénne kvasinky, prídavok do inokulačného či 
kultivačného média môže však výrazne ovplyvniť rast buniek a produkciu pigmentov. 
V predloženej práci bolo v pilotnej porovnávacej štúdii potvrdené, že odpadné substráty, 
a tiež niektoré stresové faktory môžu byť využité ako prídavok do produkčného média 
karotenogénnych kvasiniek. Vhodnou kombináciou možno dosiahnuť produkciu dostatočného 
množstva biomasy (cca 9-10 g/l) obohateného β-karoténom (1-2 mg/g), ergosterolom, a tiež 
zložkami pridaného odpadného substrátu (proteíny, sacharidy, ďalšie nutričné faktory). Takto 
obohatená biomasa by mohla byť využiteľná napríklad v krmivárskom alebo vo 
farmaceutickom priemysle.  
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6 ZÁVERY 
 
• Karotenoidy sú jedny z najrozšírenejších a najpočetnejších tried prirodzených 
pigmentov a vykazujú okrem funkcie provitamínu A celý rad biologicky významných 
funkcií. Práve pre tieto funkcie sú používané v mnohých priemyselných odvetviach, 
ako je potravinárstvo, krmivárstvo, farmaceutický priemysel apod.. Hlavným zdrojom 
karotenoidných pigmentov sú rastlinné tkanivá, avšak v posledných rokoch sa 
intenzívne študuje ich produkcia aj pomocou mikroorganizmov. Biotechnologický 
výzkum je zameraný na štúdium mechanizmov, ktoré vedú k čo najvyššej produkcii 
pigmentov.  Akákoľvek manipulácia, či už v zložení živného média, v aplikácii 
rôznych exogénnych stresových faktorov alebo genetická manipulácia, je však  
obmedzená určitými limitnými možnosťami samotnej bunky. 
• V predloženej práci boli študované tri kmene karotenogénnych kvasiniek: 
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26, Rhodotorula rubra CCY 20-7-31 
a Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4. Cieľom bolo porovnať produkciu biomasy 
a pigmentov za použitia rôznych kultivačných podmienok. Ako zložky média boli 
testované vybrané odpadové materiály ako nutričné zdroje, a tiež niektoré exogénne 
stresové faktory. S každým kmeňom boli prevedené tri série kultivácií, ktoré sa líšili 
zložením média pre druhé inokulum (1.séria - kvasničný autolyzát, 2.séria – 
lyofilizovaná srvátka, 3.séria – zemiakový extrakt) a zložením produkčného média. 
Produkcia biomasy bola analyzovaná gravimetricky a turbidimetricky. K analýze 
produkovaných karotenoidov, prekurzorov a ergosterolu bola použitá technika HPLC.  
• V porovnávaných druhoch kvasiniek bol najväčší nárast biomasy zaznamenaný 
u kvasinky Rhodotorula glutinis (cca 9 g/l). Produkcia biomasy je najvyššia v médiách 
obsahujúcich kvasničný autolyzát, a tiež prídavok lyofilizovanej srvátky.  U ďalších 
študovaných druhov kvasiniek je najväčší nárast biomasy rovnako v médiách 
s obsahom kvasničného autolyzátu, u kvasinky Rhodotorula rubra aj v médiách 
s prídavkom zemiakového extraktu. Prídavok stresových faktorov, najmä soli, mal tiež 
slabý indukčný efekt na produkciu biomasy. Produkcia biomasy u kmeňa Rhodotorula 
rubra bola o niečo nižšia než u Rhodotorula glutinis, Sporobolomyces roseus 
produkoval asi polovičné množstvo biomasy pri porovnaní s ostatnými dvoma 
kmeňmi.  
• V produkcii karotenoidov bola dosiahnutá najvyššia hodnota β-karoténu u kmeňa 
Sporobolomyces roseus (cca 2,76 mg/g), a to v kultivačnom médiu s prídavkom 
lyofilizovanej srvátky. Vysoká produkcia β-karoténu bola dosiahnutá tiež  u kmeňa 
Rhodotorula glutinis kultivovaného v prítomnosti lyofilizovanej srvátky v inokulu II 
i v produkčnom médiu. Najvyššie výťažky β-karoténu u kvasinky Rhodotorula rubra 
boli dosiahnuté v médiu s prídavkom zemiakového extraktu. Hodnoty ergosterolu sa 
menili rovnakým smerom ako hodnoty β-karoténu a boli získané výťažky okolo 0,4 
mg/g, vo výnimočných prípadoch až 0,9 mg/g sušiny. 
• V predloženej práci koncipovanej ako  pilotná porovnávacia štúdia bolo potvrdené, že 
odpadné substráty, a tiež niektoré stresové faktory môžu byť využité ako prídavok do 
inokulačného aj produkčného média karotenogénnych kvasiniek. Vhodnou 
kombináciou možno dosiahnuť produkciu dostatočného množstva biomasy obohatenej 
β-karoténom (1-2 mg/g), ergosterolom, a tiež zložkami pridaného odpadného substrátu 
(proteíny, sacharidy, ďalšie nutričné faktory). Takto obohatená biomasa by mohla byť 
využiteľná napríklad v krmivárskom alebo vo farmaceutickom priemysle.  
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8 ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK 
UV    Ultra-violet = ultrafialové svetlo 
HPLC   Vysokoúčinná kvapalinová chromatografia 
HMG-CoA  β-hydroxy-methylglutaryl-CoA 
RG                  Rhodotorula glutinis 
RR                  Rhodotorula rubra 
SR                  Sporobolomyces roseus 
INO                Inokulum
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9 PRÍLOHY 
Prod 1 RG kontrola 
 
 
Prod 1 RG 2% NaCl 
 
 
Prod 1 RG neupravená lyo. srvátka 
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Prod 1 RG upravená lyo. srvátka 
 
 
Prod 1 RG čistá srvátka 
 
 
 
Prod 1 RG potato extrakt 
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Prod 2 RG 2% NaCl 
 
 
Prod 2 RG neupravená lyo. srvátka 
 
 
Prod 2 RG upravená lyo. srvátka 
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Prod 3 RG 2% NaCl 
 
 
Prod 3 RG potato extrakt 
 
 
Prod 1 SR neupravená lyo. srvátka 
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Prod 2 SR kontrola 
 
 
Prod 2 SR upravená lyo srvátka 
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